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© Komplexe enthaltend Glykosyl-Phosphatidylinositol-Proteine und Cholansaurederivate, Verfahren 
zu Ihrer Herstellung und Ihre Verwendung. 

© Komplexe, die mindestens ein Glykosyl-Phosphatidylinositol-Protein und mindestens ein Cholansaurederivat 
der Formel I 
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enthalten, eignen sich u. a. in Enzymtests und als Hitfsmittel bei chemischen Reakt.onen; dabenst R -NH-CH 2 - 
CH..S03 Oder -NH-CrVCOOH. R 2 bedeutet - NRW Oder -OR*; R 3 . R 4 Oder R* bedeuten Wasserstoffatom. 
(d-CsVAIkyl, (Cs-CshCycloalkyI, substituertes Acetyl, Halogen, Succinyl. substituertes Benzyl Oder subst.tu.er- 
tes Benzoyl. 
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Integrals Membranproteine, welche mit einem oder mehreren Abschnitten der Polypeptidkette in die 
Lipiddoppelschicht eingelagert sind, sind meist wasserunldslich und nur mit LQsungsvermittlern, sogenann- 
ten Detergentien, unter Wahrung threr Struktur in eine wasseridsliche Form zu bringen. 

Unter der Vieizahl von moglichen Detergentien sind auch Cholansaurederivate bekannt (DE 36 23 747), 
mit denen einige Membranproteine in eine wasseridsliche Form gebracht werden konnen. Es ist ferner 
bekannt, daS diese Cholansaurederivate bevorzugt Proteine aus Plasmamembranen in eine wasseridsliche 
Form bringen (solubilisieren). Eine Selektivitat fur bestimmte Membranproteine ist bisher nicht bekannt. 

Seit einiger Zeit ist eine Klasse von Membranproteinen bekannt, welche kovalent Uber einen Glykosyl- 
Phosphatidylinositol-Anker an die Plasmamembranen gebunden sind (G. A. M. Cross (1987) Cell 48, S. 179 
- 181; M. G. Low (1987) Biochem. J. 244, 1 - 13). Die Solubilisierung dieser Membranproteine, z. B. 
alkalische Phosphatasen in funktioneller Form, wird bislang nur durch Behandlung mit Protease wie Trypsin 
Oder Papain erreicht oder nach Freisetzung durch bakterielle Phospho!ipase-C (I. F. Thompson et al. (1987) 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 145, 118 - 125), Nun erhalt man hierbei nur den hydrophilen Teil der 
Membranproteine. FOr strukturelle und funktionelle Untersuchungen sollte aber die amphipatische Form mit 
intaktem Membrananker vorliegen. Membranproteine mit Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker (GPI-Proteine) 
konnen mit herkommlichen Detergentien nur gemeinsam mit anderen Membranproteinen solubilisiert 
werden. Hierfur wird oft auch die Extraktion mit n-Butanol eingesetzt (A. S. Malik and M. G. Low (1986) 
Biochem. J. 240, S. 519 - 527). Bei dieser Form der Extraktion kann jedoch hSufig die ursprUngliche 
raumliche Struktur dieser Membranproteine verloren gehen. Dies zeigt sich beispielsweise in einer vermin- 
derten Zuganglichkeit des GPI-Membranankers fur die Spaltung durch GPI-spezifische Phospholipasen. 

Er wurde nun gefunden, daB GPI-Proteine im wesentlichen ihre ursprUngliche raumliche Struktur sowie 
ihre Aktivitat und Funktionalitat behalten, wenn sie aus der Zellmembran schonend mit Hilfe der Cholansau- 
rederivate in eine wasseridsliche Form gebracht werden. Diese so erhartenen wasserldslichen Komplexe 
lassen sich mit Phospholipasen selektiv und in hoher Ausbeute in einen Phosphoinositol-Glykan-Proteina- 
nteil und Diacylglyzerin spaften. Ferner lassen sich die Glykosyl-Phosphatidyinositol-Proteine (GPI-Proteine) 
mit den Cholansaurederivaten selektiv von anderen Membranproteinen abtrennen. 

Die Erfindung betrifft daher wasseridsliche Komplexe, enthaltend mindestens ein Glykosyl- 
Phosphatidylinositol-Protein und mindestens ein Cholansaurederivat. 

Die erfindungsgemaflen wasserioslichen Komplexe haben die Eigenschaft, dafl sie in wassriger Losung 
bei neutralem pH-Wert erst dann sedimentierbare Aggregate bilden, wenn sie in einer Zentrifuge 30 
Minuten mit mehr als der 100 OOOfachen Erdbeschleunigung (g) rotiert werden. 

Bei den Cholansaurederivaten handelt es sich urn Verbindungen der Formel I 



0 




und/oder physiologisch vertragliche Salze der Verbindung der Formel I; wobei die Symbole R 1 und 
nachstehende Bedeutung haben: 
R 1 bedeutet: 

a) -NH-CH2-CH2-SO3 oder 

b) -NH-CH 2 -COOH, 
R z bedeutet: 

a) 



-N-R 3 



EP 0 559 064 A2 



Oder 

b)-0-R 5 . 

dabei sind R 3 , R* Oder R 5 gleich oder verschieden und haben unabhSngig voneinander die 
folgende Bedeutung: 

1) Wasserstoffatom, 

2) (Ci-Cs)-Alkyl. geradkettig oder verzweigt. 

3) (Ca-CeJ-Cycloalkyl, 

4) Acetyl, 

5) Acetyl, ein- oder mehrfach substituiert durch 
5.1 Halogen wie Fluor, Chlor oder Brom, 

6) Halogen wie Fluor, Chlor Oder Brom, 

7) Succinyl, 

8) Benzoyl, ein- oder mehrfach substituiert durch 

8.1 Wasserstoffatom, 

8.2 -N0 2 . 

8.3 -N 3 , 

8.4 -NCS. 

8.5 -NH 2 . 

8.6 -N(R 7 >2, dabei hat R 7 die Bedeutung von b 1) bis b 7) oder 

8.7 Halogen wie Fluor, Chlor oder Brom oder 

9) Benzyl, ein Oder mehr substituiert durch die in b 8.1 bis b 8.7 genannten Reste. 
Bevorzugt sind Verbindungen der Formel I; 

wobei 

R 1 bedeutet -NH-CH 2 -CH 2 -S0 3 und 

R 2 bedeutet -NHRVdabei hat R 4 die folgende Bedeutung; 

a) (C-Cs)-Alkyl, 

b) Benzoyl, ein- Oder mehrfach substituiert durch 

1) Wasserstoffatom, 

2) NOs, 

3) NH 2 oder 

4) Halogen wie Fluor. Chlor oder Brom oder 

c) Benzyl, ein- oder mehrfach substituiert durch die in b 1) bis b 4) genannten Reste. 
Insbesondere bevorzugt sind Verbindungen der Formel I; 

wobei 

Ri bedeutet -NH-CH 2 -CH 2 -S0 3 und 

R 2 bedeutet -NH-R*, dabei hat R* die folgende Bedeutung: 

a) Benzoyl oder 

b) Benzoyl substituiert durch Nhfe. 

Ganz besonders bevorzugt ist 4 , -Amino-7-benzamido-3a,l2a-50-taurocholsaure als Cholansaurederivat. 

(R 1 = NH-CH 2 -CH 2 -S0 3 , R 2 = H 2 N^>CONH). 



Geeignete physiologisch vertrSgtiche Salze der erfindungsgemaBen Cholansaurederivate sind beispiels- 
weise Alkali-, Erdalkali- oder Ammoniumsalze. sowie Salze mit physiologisch vertraglichen, organischen 
Ammonium- oder Triethylaminbasen. Unter dem Begriff Glykosyl-Phosphatidylinositol-Proteine (GPI-Protei- 
ne) werden Verbindungen verstanden, die Uber ihren Glykosyl-Phosphatidylinositol-Teil in einer Zellmem- 
bran von Mikroorganismen, Pflanzenzellen, Pilzzellen oder Tierzellen verankert sind und einen Proteinanteil 
besitzen. Beispiele fur GPI-Proteine sind 5 ? -Nukleotidase, alkalische Phosphatase und Acetylcholinesterase. 

Die obengenannten Cholsaurederivate lassen sich nach literaturbekannten Verfahren herstellen (DE 36 
23 747). 

Zur Herstellung der 7-Amino-Chols3ure wird beispielsweise ChoisSure nach Reser und Rajagopolan 
(IACS 71, 3935) in 7-Stellung oxidiert, nach Redel et al. (Bull. Soc. Chin. Fr. 1949, S. 877) zum Oxim 
umgewandelt und nach Tserng et a!. (J. Lipid Res. 18, 404, 1977) mit Taurin konjugiert sowie anschiieSend 
unter Druck am Platinkontakt zum Amin hydriert. Das Amin wird anschlieflend mit Nitroarylalkohol oder 
einer aromatischen Nitrocarbons5ure, bevorzugt 4-NitrobenzoesSure, unter Zusatz von N-Ethoxycarbonyl-2- 
ethoxy-l,2-dihydrochinolin (EEDQ) in Dimethylformamind (DMF) gekuppelt und das 4-Nitrobenzamid wird in 
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essigsaurer methanolischer Losung mit PtQzxhbO als Katalysator zur Aminoverbindung, bevorzugt zum 4- 
Aminobenzoesaurederivat, hydriert. 

Die Synthese der 3- und/oder 7-Hydroxy-Taurocholsaureester erfolgt analog durch Umsetzen der 
entsprechenden Hydroxyverbindung mit einem Nitroarylalkohol Oder einer aromatischen Nitrocarbonsaure, 
bevorzugt 4-Nitrobenzoesaure, unter Zusatz von EEDQ in DMF, AnschlieBend wird, wie beschrieben, am 
PtCVKontakt hydriert. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen wasserloslichen Komplexe erfolgt beispielsweise dadurch, dafl 

man 

a) Membranen, die GPI-Proteine enthalten, isoliert, 

b) die Membranen mit mindestens einem ChotansSurederivat inkubiert und 

c) wasserlosliche Komplexe, enthaltend mindestens ein GPI-Protein und mindestens ein Cholansaurede- 
rivat, isoliert. 

GPI-Proteine konnen aus zahlreichen Organismen gewonnen werden, beispielsweise aus Ratten, 
Schweinen oder Rindem. Geeignet sind beispielsweise Plasmamembranen aus Rattenadipozyten zur 
Gewinnung von 5'-Nukleotidase oder Membranen aus Rindererythrozyten zur Gewinnung von Acetylcholine- 
sterase. 

Beim Verlahrensschritt a) geht man am besten wie folgt vor: Membranen, die GPI-Proteine enthalten, 
werden isoliert, indem beispielsweise Adipozyten aus Ratten-Nebenhodenfettgewebe durch Kollagenasever- 
dau (J. Gliemann, Diabetologia, 1967, 3, S. 382 - 388) vereinzelt werden. Die isolierten Zellen werden mit 
einem Homogenisator zerkleinert. und die Plasmamembranen werden durch differentielle Zentrifugation 
angereichert und anschlieRend durch Saccharosegradiertenzentrifugation (15 bis 40 % Saccharose) gerei- 
nigt (D. W. McKeel und L. Jarret. J. Cell. Biol.. 1970. 44, S. 417 - 432). 

Beim Verfahrensschritt b) geht man am besten so vor, dafl man die isolierten Membranen mit einem 
CholansSurederivat beispielsweise 4 , -Amino-7y3-bezamido-3a,l2a,5j3-taurocholsaure (BATC) inkubiert. Die 
Konzentration der Cholansaurederivate betragt etwa 0,01 bis 0,5 %, bevorzugt 0,02 bis 0.2 %, besonders 
bevorzugt 0,05 bis 0,1 %. Die Temperatur betragt von 0* C bis 40' C, bevorzugt 0* C bis 15' C. Die 
Inkubationszeit betragt von 10 min bis 2 Stunden, bevorzugt 15 min bis 1 Stunde, ganz besonders 
bevorzugt 20 min bis 40 min. 

Beim Verfahrensschritt c) geht man am besten so vor, daG man die in Schritt b) erhaltene Reaktionsmi- 
schung mit 35 000 bis 150 000 *g, bevorzugt 50 000 bis 100 000 *g, zentrifugiert. Es kann ein- oder 
mehrmal zentrifugiert werden; die Zentrifugalbeschleunigung kann wahrend eines Zentrifugationsschrittes 
gleich sein oder variieren. Die Zentrifugalbeschleunigung kann bei mehreren Zentrifugationsvorgangen 
gleich oder verschieden sein. Die Zentrifugationszeit kann in einem weiten Bereich schwanken, als gunstig 
haben sich Zentrifugationszeiten von 15 min bis zu 3 Stunden erwiesen, bevorzugt 30 min bis 1 Stunde. Die 
erfindungsgemaBen wasserloslichen Komplexe befinden sich im Oberstand nach dem Zentrifugationsschrttt. 
Sie konnen dann als solche in Losung verwendet werden oder gegebenenfalls eingefroren oder weiter 
gereinigt werden. Entsprechende Methoden sind literaturbekannt, beispielsweise: 

Brodbeck, U; Gentinetta. R.; Ott. P. (1981) in "Membrane Proteins" {Azzi A., Brodbeck U., Zahler P. eds.) 
Springer-Verlag, Berlin, 85 - 96. 

Stieger, S.; Brodbeck, U. (1985). J. Neurochem. 44. 48 - 56; 

Butikofer, P.; Kuypers, F. A.; Shackleton, C; Brodbeck, U.; Stieger, S. (1990), J. Bio. Chem. 265, 18983 • 
18987. 

Ott. P.; Jenny, B.; Brodbeck, U. (1975), Eur. J. Biochem 57, 469 * 480. 

Die so erhaltenen wasserloslichen Komplexe eignen sich beispielsweise in Enzymtests. zur qualitiven 
Oder quantitativen Bestimmung von Substraten in chemischen Synthesen oder zur Stabilisierung von 
Testsystemen in denen jeweils GPI-Proteine anwesend sind, und zur Reinigung von GPI-Proteinen. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur selektiven Gewinnung der erfindungsgemaBen wasserlos- 
lichen Komplexe. Die obengenannte Gewinnung der wasserloslichen Komplexe zeichnet sich durch eme 
hohe Selektivitat der Cholansaurederivate fOr die GPI-Proteine aus. Andere Detergentien wie Octylglukosrd 
Oder Triton X-100 weisen eine signifikant schlechtere Selektivitat fur die GPI-Proteine auf. 

Die Prozentangaben in den folgenden Beispielen beziehen sich jeweils auf Volumenprozente, falls nicht 
anders angegeben. 
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Beispiel 1 

Wasserloslicher S'-Nukleotidase-BATC-Komplex 

s a) Adipozyten werden durch Koilagenaseverdau aus Ratten-Nebenhodenfettgewebe isoliert (nach J. 
Gliemann (1967) Diabetologia 3, S. 382 • 388). gewaschen und in einem Glas-Homogenisator (B. Braun, 
Melsungen AG, Apparatebau) homogenisiert. Nach differentieller Zentrifugation des Homogenats {5 
Minuten bei 1000"g und nachfolgend 20 min bei 16 000 *g) wird das resultierende Plasmamembranpellet 
in einem wassrigen Puffer 25 mM Tris/HCI (pH 7,4. 250 mM Saccharose, 1 mM EDTA) suspendiert und 

w durch Saccharosegradientenzentrifugation (linearer Gradient von 15 - 40 % Saccharose in 25 mM 
Tris/HCI) gereinigt (D. W. McKeel and L Jarrett (1970) J. Cell/Biol. 44, S. 417 - 432). 

b) Die Plasmamembranen aus a) werden mit 0,1 % 4 , -Amino-70-benzamido-3eO2a,5i8-taurocholsaure 
(BATC) inkubiert. Die Reaktionszeit betragt 30 min bei 4' C. 

c) Der Inkubationsansatz aus b) wird 30 min bei 150 000 "g zentrifugiert, die sedimentierten Plasmamem- 
is branen werden verworfen und der Uberstand wird anschlieflend noch zweimal 30 min bei 100 000 *g 

zentrifugiert und die sedimentierten Membranen werden jeweils verworfen. Der Uberstand enthalt den 
wasserloslichen S'-Nukleotidase-BATC-Komplex. 

Der Nachweis der S'-NukleotidaseaktivitSt erfolgt durch Hydrolyse von radioaktivem 5*-AMP. Nach 
Prazipitation des nicht hydrolisierten AMP durch 0,3 N Ba(OH)2 wird die Radioaktivitat des entstandenen 
20 Adenosins im Uberstand gemessen (nach E. M. Bailyes et al. (1982) Biochem. J. 203, S. 245 - 251). 

Beispiel 2 

Wasserloslicher Alkalische Phosphatase-BATC-Komplex 

25 

Die Herstellung erfolgt wie in Beispiel 1 a) bis 1 c) beschrieben. 

Der Nachweis der alkalischen Phosphataseaktivitat erfolgt spektroskopisch durch Hydrolyse von p* 
Nitrophenylphosphat (Y. Ikehara et al. (1977) Biochem. Biophys. Acta 470, S. 202-211). 

30 Beispiel 3 

Wasserloslicher Acetylcholinesterase-BATC-Komplex 

Es werden Rindererythrozten (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Germany) wie in Beispiel 1 b) und 1 
35 c) beschrieben inkubiert. Dazu werden 1 mg getrocknete Rindererythrozyten in 1 ml Puffer (Tris/HCI, 25 
mM. pH 7,4) mit 0,1 % BATC (bezogen auf das Volumen) 30 min bei 4 * C inkubiert und anschlieSend wie 
in Beipiel 1 c) zentrifugiert. 

Der Nachweis der Acetylcholinesterase (T. L Rosenberry and D. M. Scoggin (1984) J. Biol. Chem. 259, 
S. 5643 ■ 5652) erfolgt Uber die Hydrolyse von radioaktivem Acetylcholin. Die Radioaktivitat der freigesetz- 
40 ten radioaktiven Essigsaure wird nach Abtrennen des nicht hydrolysierten radioaktiven Acetylcholins durch 
Phasentrennung bei saurem pH-Wert gemessen. 

Beispiel 4 

45 Selektive Anreicherung GPI-Proteinen aus Zelimembranen 

Die selektive Anreicherung von GPI-verankerten Membranproteinen durch BATC im Vergleich zu 
herkommlichen in der Membranbiochemie eingesetzten Detergentien erfolgt folgendermaBen: 
Rindererythrozytenmembranen und Rattenfettzeilplasmamembranen (hergestellt wie in Beispiel 1 a) oder 3 
so a)) werden in Gegenwart von BATC (0.1 %). Octylglukosid (0,5 %). und Triton TX-100 (0.5 %) inkubiert. 
Nach Zentrifugation (30 min 100 000 x g) werden die spezifischen enzymatischen Aktivitaten der 5'- 
Nukleotidase, alkalischen Phosphatase und Acetylcholinesterase, im Uberstand bestimmt und jeweils als 
Anreicherungsfaktor gegenuber der gesamten spezifischen Aktivitat im detergenzsolubilisierten Inkubations- 
ansatz vor der Zentrifugation berechnet. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse 
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BATC 0,1 % 


Octylglycoside 0,5 % 
Anreicherungsfaktor 


Triton X- 100 0,5 % 


5'-Nukleotidase 


4,4 


1,5 


1,0 


Alkaiische Phosphatase 


3,5 


1,2 


0,8 


Acetylcholinesterase 


4.8 


1.6 


0.9 



Beispiel 5 

Lipolytische Spaltung vom GPl-Protein S'-Nukleotidase 

Zur Demonstration der effizienten lipolytischen Spaltung von GPI-Proteinen durch bakterielle Pl- 
(Phosphatidylinositol)-spezifische Phospholipasen in Gegenwart von BATC werden Rattenfettzellplasma- 
membranen (Beispiel 1) mit Pl-PLC ( Bacillus cerus , Sigma Chemie GmbH) in Gegenwart von 0,1 % BATC. 
0,5 % Deoxycholat oder 0,1 % Nonidet P-40 inkubiert. 

Die Spaltung des Glykosyl-Phosphatidylinositol-Membranankers der 5 f -Nukleotidase durch (G)Pi-PLC(D) 
aus Bacillus cereus wird durch das Verteilungsverhalten der Proteine (identifiziert durch ihre enzymatische 
Akti vitat) zwischen einer Detergenz(TX-l 14) und einer wassrigen Phase verfolgt. Die amphiphile 
Membrananker-haltige Form reichert sich in der Detergenzphase an, die hydrophiie Membrananker-freie 
Form wird in der wassrigen Phase konzentriert. 

Die Phasentrennu ng mit TX-114 erfolgt nach C. Bordier (1981) J. Bio. Chem. 256. S. 1604 - 1607; J. G. 
Pryd0 and J. H. Philips (1986) Biochem. J. 233. S. 525 - 533; B. R. Ganong and J. P. Delmore (1991) Anal. 
Biochem. 193, S. 35 - 37 mit folgenden Modifikationen: 50 til Inkubationsansatz werden mit 1 ml eiskaltem 
TX-114 (2 %), 144 mM NACI versetzt. Die Phasentrennung wird durch AufwSrmen auf 37* C und 
Zentrifugation (2 min bei 10 000 * g) herbeigefuhrt. Die Detergenzphase wird zweimal reextrahiert. Die 
wassrigen Phasen wurden vereinigt. Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse: 
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Inkubationszeit (min) 


Detergenz 


BATC 0,1 % 


Nonidet P-40 0,1 % 


Deoxycholat 0,5 % 


0 


27 


33 


6 


5 


55 


48 


8 


30 


112 


88 


11 


60 


256 


211 


19 


90 


578 


485 


45 


120 


732 


654 


109 


240 


1842 


1489 


144 


480 


2231 


1651 


162 



Die lipolytische SpaJtung der G Pi-Mem brananker mit (G)PI-PLC's in Gegenwart von BATC (0,1 %) 
erfolgt im Vergleich mit Nonidet P-40 oder Deoxycholat schneller und mit deutlich hoherer Effiz.enz. 

Patentansprtjche 

1. WasserlSslicher Komplex. enthaltend mindestens ein Glykosyl-Phosphatidylinositol-Protein und minde- 
stens ein Cholansaurederivat der Formel I 
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und/oder physiologisch vertragltche Salze der Verbindung der Forme! I; wobei die Symbole R" 
die nachstehenden Bedeutungen haben: 
R 1 bedeutet: 

a) -NH-CH 2 -CH 2 -S0 3 Oder 

b) -NH-CH 2 -COOH, 
R 2 bedeutet: 

a) 

R 4 

-N-R 3 



Oder 

b)-0-R 5 . . u J . 

dabei sind R 3 , R 4 Oder R 5 gleich oder verschieden und haben unabhangig voneinander die 

folgende Bedeutung: 

1) Wasserstoffatom. 

2) (Ci-Cs)-Alkyl, geradkettig oder verzweigt, 

3) (Ca-Cej-Cycloalkyl, 

4) Acetyl. 

5) Acetyl, ein- oder mehrfach substituiert durch 
5.1 Halogen wie Fluor, Chlor oder Brom, 

6) Halogen wie Fluor, Chlor oder Brom, 

7) Succinyl, 

8) Benzoyl, ein- oder mehrfach substituiert durch 

8.1 Wasserstoffatom, 

8.2 -NO2, 

8.3 -N 3 . 

8.4 -NCS, 
8.5 -NH 2 , 

8.6 -N(R 7 )2, dabei hat R 7 die Bedeutung von b 1) bis.b 4) oder 
8 7 Halogen wie Fluor, Chlor oder Brom oder 

9) Benzyl, ein oder mehr substituiert durch die in b 8.1 bis b 8.7 genannten Reste. 

WasserlOslicher Komplex nach Anspruch 1, wobei 
R 1 bedeutet -NH-CH 2 -CH 2 -S03 und 
R2 bedeutet -NHR\ dabei hat R* die folgende Bedeutung: 

a) (C,-Cs)-Alkyl, 

b) Benzoyl, ein- oder mehrfach substituiert durch 

1) Wasserstoffatom, 

2) N0 2 , 

3) NH2 oder 

4) Halogen wie Fluor, Chlor oder Brom oder 

c) Benzyl, ein- oder mehrfach substituiert durch die in b 1) bis b 4) genannten Reste. 
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3. Wasserloslicher Komplex nach Anspruch 1 Oder 2, wobei 
R 1 bedeutet -NH-CH 2 -CH 2 -S03 und 
R 2 bedeutet -NHR 4 , dabei hat R 4 die folgende Bedeutung: 
a) Benzoyl Oder 
5 b) Benzoyl substituiert durch NH 2 . 



4. Wasserloslicher Komplex nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, wobei als Cholansaurede- 
rivat 4 , -Amino-7-benzamido-3a,12a,-50-taurocholsa*ure enthalten ist 

to 5. Wasserloslicher Komplex nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 4, wobei als Glykosyl- 
Phosphatidylinositol-Protein S'-Nukleotidase, alkalische Phosphatase oder Acetylcholinesterase enthal- 
ten ist. 

6. Verfahren zur Herstellung eines wasserloslichen Komplexes nach einem oder mehreren der Anspruche 
is 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da8 man 

a) Membranen, die Glykosyl-Phosphatidylinositol-Proteine enthalten, isoliert, 

b) die Membranen mit mindestens einem CholansSurederivat inkubiert und 

c) einen wasserlfisiichen Komplex. enthaltend mindestens ein Glykosyl-Phosphatidylinositol-Protein 
und mindestens ein Cholansaurederivat. isoliert. 

20 

7. Verwendung von mindestens einem wasserlfislichen Komplex nach Anspruch 1 bis 5 zum Einsatz in 
Enzymtests oder chemischen Synthesen oder bei der.Reinigung von Glykosyl-Phosphatidyi-inositol- 
Proteinen. 
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CO CH 2 -S0 3 'oder -NH-CH 2 -COOH, R 2 bedeutet - NR 3 R* oder -OR 5 ; R 3 , R* Oder R* bedeuten Wasserstoffatom. 

° (Ci-CshAlkyl, (C 3 -C6)-Cycloalkyl, substituertes Acetyl, Halogen, Succinyl, substituertes Benzyl oder substituier- 

O tes Benzoyl. 
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